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ヒ ト単球 が産 生 す る サ イ ト カ イ ン くモ ノ カ イ ン1 の 発 現 は 他 の モ ノ カ イ ン に よ っ て 自 己 分泌
くa uto c rineI的 に 制御さ れ て い る 一 単球 が産 生 す る サ イ ト カ イ ン の ひ と つ で あ るイ ン タ ー ロ イ キ ン 6
くinterle ukin．6， lL－61 の 発 現 が ， 他の 単球由来の モ ノ カ イ ン ， イ ン タ ー ロ イ キ ン 1P くinte rleukin －1P ．
IL－1卵 ， 腫瘍壊死因子 くtu m o r ne c r o sisfa cto r－ a
，
T N F－ al，I L，6 自身な ど に よ り い か に 制御 され てい
る か を調 べ た ． ヒ ト末椅血 単核細胞くperipheral blo od m o n o n u cle a r c ells， P BM Clを用 い て I し6産生
が各 サイ トカイ ン の 組み 換 え型 くr e c o mbin a ntJ 標品お よ び抗 ヒ ト I L－1P 抗体で どの よう に 影響 を受 け
る か を検討 し た ■ PB M C を組 み 換 え型 イ ン タ ー ロ イ キ ン 1P くr ec o mbin a ntI L－1P ． rIL．1鋸 お よ び組
み換 え型腫瘍壊死因子 くr e c o mbin a nt tu m o r n e c r o sisfa cto r－ a
．
rTN F－ alで 刺激 す る と ． 上 清 中の
IL．6 活性 は リ ボ多糖く1ipopolys ac cha ride， L P SI 刺激の 場合と同程度誘導され た ． IL－6 メ ッ セ ン ジ ャ ー
R N Aくm e s se nge rR N A， m R N AJ発現 も ， rI し1P お よ び rT N F－ ，r 刺 激 培 養 時 に 認 め ら れ た ．
P B M C の I し1P m R N A の発現 は rT N F． a 刺激で認 め られ ， さ ら に rI L－1P 自 身の 刺激でも 誘導さ れ
た ． 単球の 細胞表面 マ ー カ ー で あ る C D 14に 対す る単 ク ロ ー ン 抗体 を用 い た免疫蛍光法と原位分子雑種
形成くイ ン ． サ イ ツ ． ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン
，
in situ hybridiz atio nl を組み合 わせ て ， rIL－1P あ る い
は rT N F－ a 刺激 P B MC に お け る I L－1P ， I L 6各 m R N A発現細胞 の同定 を試 み た と こ ろ 全 て
CD1 4陽性単球 で あ る こ とが 判明 し た － ま た 各種刺激 に よ る I し6遺伝子発現 の 経時的変化 を解析 し たと
こ ろ ， rT NF－ LT刺激時の I L－6 m R N Aの 発 現誘導 は rl L－1P刺激の 場合に 比較 し遅延し ， 12へ 24時間後
に ピ ー ク を 認め た ． さ ら に 重 要 な こ と と し て ， rT N F－ a 刺激 IL－6 m R N A発現誘導 の 系 に 予 め抗 IL－1
抗体 を添加 し て 培養 する と
，
rT N F－ ぽ に よ る 工し6 遺伝子発現 が 部分的 に 抑制さ れ た ． こ れ ら 工し1 や
T N F－a に よ る I L－6 遺伝子 発 現 の 誘導と は対照 的に ． I し6 自身は L P S刺激時の み な ら ず I LIP や
T N F－ ぼ 刺激 に よ る I し6遺伝 子発現 の 誘導に 抑制的に 働 く こ と が 示 さ れ た ． 以上 の結果か ら ， 単球上 で
モ ノ カ イ ン が 形 成す る サ イ トカ イ ン ． ネ ッ ト ワ ー ク の カ ス ケ イ ドの 中 で ， T N F一 皮 は今回検討 し た 主 要
な単球由来 サイ ト カ イ ン の 中で 最 も 中心 的役割 を担 っ て お り
． 単球で は ま ず T N F－ ぽ に よ り I し1 産生
が誘導され ， 産生 さ れ た 工し1 が オー ト ク ラ イ ン に 工Lt6発現 を誘導す る と い う カ ス ケ イ ドが存在す る 可
能性が示 さ れ た － さ ら に IL－6 は単球に お け る こ れ ら サ イ ト カ イ ン の 誘導の 最終産物 で ， こ の サ イ ト カイ
ン ． ネ ッ ト ワ ー ク に 対し て ネ ガ テ ィ ブ ． フ ィ ー ド バ ッ ク ． シ グ ナ ル を 与え て い る 可能性が示 唆さ れ た ．
Key w ords interle ukin －6， interleukin－1， tu m Or n e CrO Sis fa cto r－ a ，
m o n o cyte， CytOkin e netw ork
Abbr eviatio n s こCD N A， C O mPle m e ntary D N A三Ea － 3 2Pコ d C T P， de o xycytidin e5
，
－仁a 霊Pコ．triphosphateニ D T T， dithiothr eitolニ ELIS A， e n Zym e－1inked im m u n o s orbent ass ay il L－1，
interleuk in．1i I し6， interle ukin－6ニ kb， kilobas epairs三 L P S， 1ipopolys a ccha ridei M M T，
3－t4，5－dim ethylthiazol－2－yり－2，5－diphe nyトtetra zoliu m br o mide ニ m R N A， m e S S e nge rR N Aニ
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イ ン タ ー ロ イ キ ン 6 くinte rle ukin －6，I し61 は
，
ヒ ト
B 細 胞 分 化 因 子 くB c ellstim ulato ry fa cto r 2，
B S F．21 と し て CD N Aくc o mple m enta ry D N AI が ク
ロ ー ニ ン グ さ れ ， 従来 よ り 研究 さ れ て い た イ ン タ ー
フ ェ ロ ンP 2 くinte rfe ro nP2， I F NP21， 26キ ロ ダル ト
ン 蛋 白 ， 肝 細胞刺 激因 子 くhepato cyte－Stim ulating
fa ctor， H S Fl， ハ イ ブ リ ド ー マ ． プ ラ ズ マ サイ ト ー マ
増 殖 因 子 くhybridom alpla sm a cytom a gro wth
fa cto r， H P G Flと 同 一 分子 で あ る こ と が 次々 と 明 ら か
に な っ てき てい る1 ト 5l． こ の 分子 は ， 多彩な 生物活性 を
持ち免疫反応お よ び炎症反応 に お け る複雑な調節機構
を制御 す る因子 と して 注目 を集め て い る 即I． そ れ ら 多
岐に わ た る生物学的活性の中 で も ， 特 に 工し6 が持 つ
急性期蛋白の誘導能は感染や組織障害時 に お け る生態
防衛反応の 一 つ と して 重要な意義 を持 っ て い る 棚
一 期
最近の報告 で は ， 1 し6 は骨髄 に お け る血小板産生 を誘
導す る こ と も明 か に され て い るIl ト 籾． なお I し6 は生体
内で様々 な細胞 か ら産生 さ れ る こ と 報告 さ れ て い る
が ， その 生理 的に 最も主要 な産生細胞 は単球 ． マ ク ロ
フ ァ ー ジ系細胞 である と考 え ら れ て い る
1哺
正 常人 の 血清中に は 工L－6 活性 は ほ と ん ど検出で き
ず ， 末 梢 血 中 の 単球 に も IL－6 m e ss e nge r R N A
くm R N Aりま構成的に は発現さ れ て は い な い が ， マ イ
ト ー ゲ ン ， 細菌成分， 多く の サ イ トカ イ ン な どの様 々
な 刺激 で 1Lt6 は単球 よ り 直 ち に 産 生 ． 分 泌 さ れ
る 岬 瑚 ． 単球 に お ける 工L－6遺伝 子 発現の 制御機構を調
べ る に 当た っ て ， 他の 単球由来の サ イ ト カイ ン くモ ノ
カイ ンl ， す なわ ちイ ン タ ー ロ イ キ ン 1 くinte rle uki－
n－1， Iし1 と腫 瘍壊 死 因子 くtu m o r n e c r o sis fa cto r一
皮 ， T N F一 両 が 強い 工し6 産生誘導能 を有す る こ と は
重要 な点 と考 え ら れ る1 仰 I． T N F一 ぽ は 単球 に 対 す る
工し6 誘導能 を持つ と 同時 に ， 単球 か ら の 工し1 産生も
誘導す る21I． ま た ，I し1 は単球 に 対す る I し1自身の 発
現 ． 産生誘導能 を持つ こ とが 知 られ て き て い る221． こ
のよ うな 工し1 お よ び T N F－ ぼ の単球 へ の サ イ ト カ イ
ン 誘導作用が解析 され るの と平行 して ， 近年 ， 末梢血
単球細胞表面上 に I し1 リセ ブ タ ー くinte rle ukin－1
r
－
e C eptO r， I L－1 Rl と T N F－ a リ セ プ タ ー くtu m o r
n e cr o sis fa cto r－ a re C eptO r， T N F． a 即 の 存在が 確認
さ れ た 紬 I． さ ら に 最近の 研究で は I し6 の レ セ プ タ ー
くinterleukin －6 re ceptor， I し6 Rl も単球上 に 同定 さ れ
N D
，
n Ot dete ctedニ P B M C， peripher al blo od
藤
て い る お，． こ れ ら モ ノ カイ ン 同士 が 持 つ 協 力作用やお
互 い の 誘 導効果は ， 微 生物が侵入 した 際や組織障害時
に 即座に 生体防御機構 を活性 す る の に 必 要な生物学的
増幅機構の 一 つ で あ る か も知 れ な い 抑 ． しか しな がら ，
1 し6が 工L－6 自身の 遺伝子発現の制御 に どの 様に か か
わ っ てい る の か ， ま た 工Lt6 は逆 に 工し1 や T N F． 仕 の
産生 を誘導す るか どう か に つ い て は 未だ 解明さ れてい
な い ．
本 研 究 で は
，
組 み 換 え 型 くr e c o mbin antlIし1，
T N F－ ぼ お よ び 1 し6標品， また 抗 ヒ ト I し1抗体を用
い て単球 の 工し6 遺伝子発現 に 対す る各サ イ トカイ ン
の 効果 を検討 し た ． そ の 結果 ， T N F． ぽ が 単球 に お け
る そ の他 の モ ノ カイ ン の産生 ． 発現 に 中心 的役割を演
じて い る こ と ， ま た I L－6 はモ ノ カイ ン の 誘導 に ネガ
テ ィ プ ． フ ィ ー ド バ ッ ク ． シ グナ ル を送 っ て い る こと
が判明 した ．
材料お よ び方 法
1 ． 材 料
成人末梢血 は ， 25ノ ー 35歳ま で の 健康成人有志より ヘ
パ リ ン 加静脈 血採取 に よ り得た ． ヒ ト組 み換え型王L－6
くr e c o mbin a ntinterle ukin．6， rI し61は 大阪大学細胞工
学セ ン タ ー ， 平野 俊夫博士 よ り供与さ れ ， その特異活
性 は 1 し6反応性 エ プ ス タ イ ン ． バ ー ウ イ ル ス
くEpstein －Ba r r vir u sJ 感染細胞株で あ る S K W 6rC14を
用 い た ア ッ セ イ 法 で 5xlO 町ノm g の 標品 を用 い た1I．
ヒ ト組 み換 え塾 I し1P くre c ombinantinterle ukin－1P
くre c ombin a nt interleukin －1P ， rI し1P l く2xlO
7Ul
m glは大塚製薬株式会社く徳島1， 平井嘉勝博士よ り供
与 さ れ た も の を ， ま た と 卜 組 み 換 え 型 T N F虻
くre c o mbin a nt tu m o r n ec r
．
o sis fa cto r－ a ， rT N F． 両
く4．8XlO7Uノm gン は サ ン トリ ー 株 式会社く東動 か ら供
与さ れ た ．
工1 ． 培養 条件
成人末棺血 をリ ン酸緩衝液生理食 塩水くpho sphate ．
buffe red s alin e， P B Sl くpH 7． 21 で 2 倍 に 希釈した
後 ， Fic oll－ Hy paqu e Lym phopr ep くNyc om ed As．
Oslo， No r w ayいこ重層 し， 4
0
C 400X g で30分間遠心
し た ． 中間 層の 末棉 血 単核細胞 くpe riphe ral blood
m o non u cle a r c ells， P B M CI を採取 し， P B Sで 3 回洗
浄後 ， 細胞数 5x lOソml に 調整 ， ペ ニ シ リ ン 200Uノ
m o n o n u cle a r c ellsニ P B S， pho sphate．buffered
s alin eニ rI L－1， re C Ombin a nt interleukin－1i rIL－6， r e C O mbin a nt interle ukin－6ニ rTN F
． a ，
r e c o mbin a nt tu m or n e c ro sis fa cto r－ a 三 S D S， S Odium dode cyl s ulfateニS S C， Sta ndards aline
citr ateニ T N F－ a ， tu m O r n e C r O Sis fa cto r－ a 三仁a －
35Sコ U T P， La － 35Sコ u ridin etriphosphate
ヒ ト単球 のイ ン タ ー ロ イ キ ン 6遺伝子 発 現調節機構
mり， ゲ ン タ マ イ シ ン く1叫 gノ mり． タ イ ロ シ ン
tTylocin e， 60JL gJml を 含 む R P M I－1640 培 養
くGIB C Oいこ浮遊 させ た ■ 培養 に は ポ リ プ ロ ピ レ ン ．
チ ュ ー ブ くFalc o npolyprop ylene， No ．2005ニ Be cto n
Dickin son 8t Co． ， Lin c oln Pa rk， NJ， U S Al に 1ml
ずつ 分注し，
一 定時間 ， 炭酸ガ ス培養器に て378C， 5％
CO2存在下で培養 した ． 培養開始時 に rl し1月 20ngノ
ml， rT N F－ a 20nglml を ， ま た リ ボ 多糖 く1ipopoly－
sa ccha ride， L P SンtDifco Labo r ato rie s， Detr oit， M l，
US Alは至 過渡度 の 1JL gJ
I





王し1月量 お よ ぴ T N F－ ぼ 量 の 測 定
工し6 活性の測定は ， 大阪大学細胞工学セ ン タ ー ， 平
野俊夫博士 よ り供与 さ れ た マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ ． ク
ロ ー ン M H 60．B S F 2くm urin e hybrido m a clo n e，
MH 60．B S F21 を用 い た 細胞増殖反応 に よ り行 っ た加－．
M H 60．B S F 2 の増殖 に つ い ては ， 3．く4，5－dim ethylthia －
Z Ol－2－ylJ－2，5．diphenylteto r a z oliu m br omide くMM T，
Sigm aC hemic alCo ． ， St Lo uis， M O， U S AJ を用 い た
比色定量法に よ り ， 550nm に お け る吸光度 を酵素免疫
測定装置くE LIS A An alyze rE A R 400ニ S L T－Labin s．
tr u m e nts， Salzbu rg， Au striaJで測定 した ． IL－6 活性
は rIL－6 に よ り得 られ た標準曲線を も と に 算 出し た ．
培養上 浦中の 工し1月 の 定量 に は抗 ヒ ト I L－1月 マ ウ ス
単クロ ー ン 抗体お よ び 抗 1L－1月 家兎抗血清 を 用 い た
酵素結合免疫 吸着定 量法 くenzym e．1 in ked im m u n o s－
Orbe nta ss ay， E LIS AIキ ッ トく大塚製薬1を ， T N F－ a
の定量 に は E LIS Aに よ る T N F Te st K itくBI O K－
IN ET M， T c ells cien c eIn c． ， Ca mbridge， M A， U S AJ
をそれ ぞれ使用 した ．
IV． I し6お よ ぴI し1月 m R N A 発現 量 の 測定
IL－6お よ び IL－1P m R NA 発現量 の 測定は ノ ー ザ ン
プロ ッ トお よ び ド ッ ト プ ロ ッ ト ． ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン法 に て 行 っ た ． 刺 激 培養後 P B MC よ り全
R NA を C ho mczyn ski らの 方法29，で 抽 出し ノ h ザ ン
プロ ッ ト ． ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン に 供 した ． 各検体
毎に全 R N A 5JL g を変性 させ た後 ， ホ ル ム ア ル デ ヒ
ドを含む 1 ％ア ガ ロ ー ス ー ゲル で電 気泳動 し ， 毛細管
現象に よ り 20x sta nda rd saline citr ate くS S Cンく3 M
NaCl
，
0．3 M ク エ ン 醸 ナ ト リ ウム 軌 に て ナイ ロ ン ．
メ ンブラ ン ． フ ィ ル タ ー に R N Aを移行 させ た ． ド ッ
ト ． プロ ッ ト用 に は m ite ら の 方法ヤ に 準 じ て 抽出 し
た細胞質内 R N Aを周 い た ． 核除去細胞質溶解物を段
階希釈し． 変性後 ナイ ロ ン ． メ ン プ ラ ン ． フ ィ ル タ ー
に吸引吸 着さ せ た ■ 次 に ， 各 フ ィ ル タ ー を風 乾後 ， 80
．
C 2時間熱処理 し て R N Aを膜 に 固定 し た ．
ハ イ プリダイ ゼ ー シ ョ ン は
，
プ レ ハ イ プ リ グイ ゼ ー
467
シ ョ ン溶液 く50％ ホ ル ム ア ミ ド
．
5xS S C， 5x De nha－
rdt
，
s solutio n， 50m M NaH P O4
，
0．1％ S D SくS Odiu m
dode cyl s ulfateL O．2m gJIml 熱変性 サ ケ 精子 D N A
くs alm o n spe r mD N A， SSD N AIナ中で65
O
C 2時間行っ
た ． プ レ ハ イ プ リ グ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 除 去後
，
5xlO tpmJml の標識 プ ロ ー プ D N Aを含む新 た な プ
レ ハ イ プ リダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶液 を加 え た ． ブ ロ ー プ
D N A と し て平野 博士 く大阪大学 ， 大齢 より 供与さ れ
た ヒ トI し6cD N Aの TaqI－ XbaI フ ラ グメ ン ト， 平
井 博 士 く大塚 製薬1 よ り 供与 さ れ た ヒ ト 1 し1月
CD N A31，の Pst トHindIIIフ ラ グ メ ン ， P － ア ク チ ン
CD N A32，の Ba mHl－Pv uIIフ ラ グメ ン そ れ ぞ れ を
，
de o xycytidin e5
，
－Ea 32Pコ tripho sphate くFa － 32Pj
d CTPH ウ3，000CiJ，m m ol を標識基 質と して マ ル チ プ
ライ ム D N A ラベ リ ン グ シ ス テム げ マ シ ャ ム ． ジ ャ
パ ン
， 東京1 を用 い て標識 し た ． そ の標識ブ ロ ー プ と
4 2
0
C16時間 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 後 ，
2xS S Cに て15分洗浄 ． さ ら に0．1％S D Sを含む0．1X
S S Cに て 65
0
C 30分処理 を 3 回線 り 返 し た ． 乾燥後 ，
X 線 フ イ ル ム くHy pe rfilm T トt－ M P． アマ シ ャ ム ． ジ ャ
パ ン
， 東京1 に 密着させ て－808Cで約24時間オ ー ト ラ
ジオ グ ラ フ イ ー を行 っ た ． cD N Aと ハ イ プ リ ダイ ズ し
た m R N Aの 定 量評価 に は バ イ オ ． ア ナ ラ イ ザ ー
くBio －An alyze rl OO， フ ジ写真 フ イ ル ム 株式会社 ， 東
京1 を用 い た ．
V ． リ ボ ． ブ ロ ー ー ブ くribopr obe， R NA pr obeIの 作
製
I L－6 およ び IL－1P m R N A検出用 の リ ボ ． ブ ロ ー プ
を作製す る 目的で ， IL－6 cD N Aの TaqI－X baI フ ラ
グ メ ン トお よ び I L－1PcDN A の PstI －Pvu1Iフ ラ グ
メ ン ト を そ れ ぞ れ 発 現 ベ ク タ ー pG E M 3tPr o m ega
Biote c，， M adiso n， W I， U S Alの Ac cI －XbaI サ イ ト
お よ び Pst トHin cII サ イ トに サ ブ ク ロ ー ニ ン グ を
行 っ た ． そ の I し6cD N Aお よ びI L－1PcD N Aを サ ブ
ク ロ ー ニ ン グ さ れ た各 ベ ク タ ー を制 限酵素 で 切 断の
後 ， T 7 また は S P 6 R NA ポ リメ ラ ー ゼ くR N A
polym e ra seI お よ び Ea － 35Sコ uridin etripho sphate
く仁a ． 35Sコ U T P， ア マ シ ャ ム ． ジ ャ パ ン1 を 用 い て
35S 標 識 ア ン チ セ ン ス くa ntis en sel お よ び セ ン ス
くS e n S el リボ ． プ ロ ー ブ を作製 した ．
V工
． イ ン ． サ イ ツ ． ハ イ ア リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン くin
Situ hybridiz atiorLl
イ ン ー サイ ツ ． ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン は 前に 我々
が 報告し た方法 で次 の よ う に 行っ た15I． ま ず
． 培 養細
胞を 予 め マ ウ ス 抗 ヒ ト C D 14単ク ロ ー ン 抗体 くOrtho
Diagnostic Syste m， K ． K ． ， 勅 封 お よ び 山羊抗 マ ウ
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ス IgG 抗体 を用 い て間接的免疫蛍光染色 し た後 ， ガ ラ
ス ． ス ライ ド上 に サ イ ト ス ピ ン 標本 を作製 した ． 次に
4％パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドノP B Sで 固定後 ， グリ シ ン
処理 し ． エ タ ノ ー ル に て 脱水 ． 風乾 し た ， そ し て 1 0
JLl の ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 溶液 ilO6cpm
35
S 標 識
ribopr obe，50％ ホ ル ム ア ミ ド ， 2xS S C，10m M ディ チ
オ ス レ イ ト ー ル くdithiothr eitol， D T Tl， 1m glml 熱変
性 ssD NA，2m glml 牛血清 ア ル ブ ミ ン くbo vin e s e ru m
albu min ， B S AIナ を滴下 し， 5 0
O
C で16時間イ ン ． サ イ
ツ ． ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た ． 54
0
Cの50％ ホ
ル ム ア ミ ド12XS S Cで 洗浄後 ， R N A分解酵素 く100
JL glml R Na seA くSigm aJ， 1JL gノ ml R Na s e T l
くBehringe r M a n nheim Bio che mic als， India n apolis，
工N， U S朗ナ処理 を行 っ た ． エ タ ノ ー ル 脱水後 の ス ライ
ド ． ガ ラ ス は ， N R－ M2 エ マ ル ジ ョ ン くコ ニ カ株 式会
社， 東京Iで コ ー ト した後 ， 40Cで 3 日間オ ー ト ラ ジ
オ グラ フ イ ー を行 っ た ． 現像 に は D－19 デベ ロ ッ パ ー
くEastm a n nKodak Co mpa ny， Ro che ster， N ． Y ．，
U S Al お よ び固定液 を使 用 し， 水洗後 エ バ ノ ー ル で 包
埋 した ． 観察は位相差蛍光顕微鏡くZeis s，O berko che n，
Ger m a nyl で行 っ た ．
藤
成 績
l ． P B MC の 工し1月 ． Iし6 発 現誘導 に 対 す る
r工し 1月 ， rI し6お よ び rTN F－ げ の 影響
P B MC を血清無添加 R P M I－1640培地 の み で24時間
培養 した場合 ， 表 1 に示 す よう に 上 浦中の I し6，Iし1
月 ， T N ト虻 は ほと ん ど検出 で き な か っ た ． rIL l月．
rT N F－ だ 添加 に よ り ， 添 加し た サイ トカイ ン 濃度依存
性に 上 清中の 1 し6活性 の 上 昇が 工し6依存性細胞増殖
株の 増殖反応と して検出さ れ た ． 同時 に
，
r工L－1月 およ
び rT N F一 正 添加で も ， 濃度依存性 に そ れ ぞ れ上 清中
の T N F－ a
，
I L－1P 値 の 上 昇 を 誘 導 す る こ と が
E LIS A法 に て 確 認 で き た ． な お rI し1P お よ び
rT N F－ ぼ 刺激時の 単球由来 の サ イ ト カ イ ン の 塵生誘
導効果 は ， 表 1 に 示 す よう に 強力な モ ノ カ イ ン誘導因
子 で あ る L P S で P B M C を刺激 した と き に ほぼ匹敵
す る もの で あ っ た ． r工し1月や rT N F一 ぽ と は対照的に ，
rIL－6 を 添 加 し て も P B M C から IL－1P お よ び
T N F－ a の 産 生は誘導さ れ な か っ た ． P B M Cに よ っ て
産生 さ れ た培養上浦中各 サイ ト カイ ン 値の 結果と 一 致
し て ， 培 養細胞 の I し6m R N A発現 は rIL－1P ．
Tablel． I L－6， I L－1B a nd T N F－ a Pr Odu ctio n by m o n okin e－Stim ulated
P 王ミM C
Stim uli
1 し6 I し1月 T N F一皮
くUノrnl くpgノml くpglml
0．3士0．1
1 く5 0 く50
rT N F－ ぽ
r工L－6
L P S
1 ngノm1 6．9士 1．1
4 ngノml 17．3 士3．0
20ngノm1 41．3 土11．2
1 ngノm1 24．5士 5．7
4 ngノm1 43．1士17．3
20n gノm1 53．0士9．7
1 ngノml N．D ．
4 ngノml N．D ．
20ngノml N．D ．
1月gノm1 30．4 士7．1
N ．D ，b 22 土10
N．D ． 59 士21
N．D ． 1 12 士27
215士65 N．D．
958 士311 N．D．





P B M Cw er e in cubated in the abse n c eo r pr e s en c e of v a rio u sdo ses of
rIL－1B． rT N F－ a a nd rI し60 rl Jlgノml of L P S． A fter 24 hr in cubation ，
supe rn ata nts w ere c olle cted， and pr ovided for e v alu atio n of IL－6， I し1J3
0 rT N F－ a ． I し6a ctivity w a s m e a s u r ed by the gr o wh of I L－6－depe nde nt
m u rin ehybrido m a c ells， a nd I し1Jヨ a nd T N F－ Cr W e r edetermin ed by
using E LIS A kits．
aRe s ults a r e e xpr es s ed a s the m e a n sく士 S E Ml of thr e e s epa r ate
e xperim e nts．
bN ．D ．， n Otdeter min ed．
ヒ ト単球 の イ ン タ ー ロ イ キ ン 6遺伝子発現調節機構
rT N F虻 刺激で 強く 誘導さ れ た く図 い ． さら に 重 要な
こと は ， rT N F－ a の み な ら ず rI し1P自身も P B M C
による IL－1P m R N A発現 を誘 導し た こ と で あ る ． し
かし rI し6添加 はI L－1P m R N Aも I L－6 m R N A発現
も誘導し なか っ た ． コ ン ト ロ ー ル と した ハ ウ ス キ ー ピ
ン グ遺 伝 子 で あ る P － a Ctin の 発 現量 は rI L－1P ，
rT NF． a ， rIL－6， L P Sの 各刺激 で 影響 を受 け な か っ
た ．
II． I Lq6 m R N Aお よ ぴ I L－1P m R NA 発 現細胞の
同定
IL．6 m R N A およ び I L－1P mR N A発現 細胞の 同定
を目的に ， 既 に 報告 した 方法15，
，
す な わ ち イ ン ． サ イ
ツ ． ハ イ プ リグ イ ゼ ー シ ョ ン と抗 C D 14 単 ク ロ ー ン
抗体を用 い た 免疫蛍光法 と を組み 合わ せ て
， 各サ イ ト
カイ ン 発現細胞 の 細胞表面形質 を調 べ た く図 21．
rIL．1P添加培養 した PB M Cの 一 部の 細胞 は 強く ア ン
チ セ ン ス I し6リ ボ ． プ ロ ー ブ で ラ ベ ル さ れ た く図
2Aト さら にイ ン ． サ イ ツ ． ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
1 2 3 4 5
軋 －1P 義 挙轟
lL16
P－Actin
Fig．1． Indu ctio n of m R N A for IL－6 a nd IL－1P
in P BM C by rI L－1Jヲ o r rT N F－ a ， but n otby
rI し6． P BM Cく2x lO
6ノmり w ere c ultu red fo r3
hr with the c ultu red m ediu m alo n e o rin the
pres e n c e of rI し1P く20nglmlL T N F－ a く20ngl
ml， rI L－6く20ngJml， O rL P SuFL glmiさ． Exp－
r ession ofm R N A fo rIL－6，IL－1P ． a nd P －a Ctin
in c ultu red P B M Cw a s a n alyzed by No rthe rn
blot hybridizatio n 云s de sc ribed in M aterials
and Methods－ Expos u r etim e wasl day fo r
I し1p a nd I L－6， a nd 12 hrfo rP －aCtin ． Stim u－
1atio n c o ndit o n s a r e asfollo w s 二1a ne l，
Cultu rem ediu m alone三Ia n e2， rIL－6こ1a n e3，
rIし1P三1a n e4， rT NF－ a 三1a n e5， L P S．
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で 検出され た 多数の ブ レ イ ン くgr ain sJ は C D14 陽性
細胞上 での み 認め られ
，
C D 14陰性細胞上 に は存在 し
な か っ た 個2 Bj■ 次 に ア ン チ セ ン ス ル 1月 リ ボ ． プ
ロ ー ブ を用 い た I LIP mR N A発現細胞の 検索で は
，
rIL．1P 自身で 刺激 した P B M C中の Iし1P m R NA 発
現細胞 は全て C D 14陽性単球 で あ っ た く図2C， 2Dト
同様 に ， rT N F－ a 刺激 P B M Cの Iし6 お よ び IL－1P
m R N A 発現 細胞も C D14陽性単球で あ っ た ． な お
．
無 刺激 お よ び rIL－6 刺 激 P B M Cを ア ン チ セ ン ス
工し6 およ び 工し1月 リボ ． プ ロ ー プを用 い て イ ン ． サ
イ ツ ． ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を試み ても バ ッ ク ． グ
ラ ウ ン ド ． レ ベ ル の ブ レ イ ン し か 認め な か っ た ． ま
た
，
コ ン ト ロ ー ル と して セ ン ス 工し6 お よ び 王L． 1ノヲリ
ボ ． プ ロ ー プ を使用 し た場合． どの 標本と も ハ イ プリ
ダイ ゼ ー シ ョ ン しな か っ た くデ ー タ示 さ ずト
HL rI し1月 ， rT N F． げ 刺激に よ る I し6m R N A発
現の 経時的変化
単球 に よ る I し6 遺伝子発現 が各種モ ノ カ イ ン に よ
り い か に 制御さ れ て い る か を 明 ら か に す る 目的 で
，
rIL－1Pお よ び rT N F－ a 刺激後の IL－6 m R N A発 現 の
経時的変化を調 べ た く図 3 1． P BM Cの 無添 加培義 で
は ， い ず れ の 培 養時間で も ほ とん ど王L－6 m R N A発 現
は認め ら れ な か っ た ． こ れ に 対し ， L P S添加 の 場合
，
IL－6 m R N A は培糞後直 ちに 検出さ れ ， 3時 間で最大
と な り
，
24へ 48時間後に は も との 値 に 戻 っ た ． r工L－1月
刺激後 の I L－6 m R N A発現 は ， L PS刺激の 場合 に 比 べ
幾分遅れ ， 6時間後 に極値と なり ， 12へ 24時間比 較的
高い 値 を維持 した ． rT N F－ Lr 刺激 の 場合は ， rT N F． a
添加後 6時間ま で は I し6 発 現 は比較的少な く ， し か
し培養 6時間後よ り 徐 々 に 上 昇 し
，
12へ 2 4時間 後 に
I L．6 m R N A発現 は最大と な っ た ． こ れ ら の 結果 は ，
単球の 工L－6 遺伝 子 発 現 誘導 に お し1 て IL－1月 お よ び
T N F一ば の 作用 機序が異 なる 可 能性 を示 唆し て しユ る ．
IV． T N F一 皮 の I し6m RN A発 現誘 導効果 に対 す る
抗 ヒ ト I し1抗体 の 影響
こ れ ま で に 得 らjLた結 果か ら ， 単球の 一 連 の モ ノ カ
イ ン 産 生 に お い て
，
T N F－ ぽ が 単 球 に 作 用 し て 圭 ず
王L－1ノヲ を誘導 し ， 分泌 さ れ た ル 1月 が 自己 分 泌 ま た は
傍分泌 tpar acrine用勺に 単 球 に 作用 して II． J6 を誘 導す
る とし1う カ ス ケ イ ド ， す な わ ち T N F－ ぽ が 中心 的役割
を ま た 1L．1 は 中間的役割 を担 い ． き ら に 1 し6 はこれ
ら1．一連の モ ノ カ イ ン の 最終産物て－ ある とし1う カ ス ケ イ
ドの 存在が 想定さjLた ． そ こ で rT N F． 丑 に よ り 誘導
さ れ る P BM Cの I し6 産生に 対 する 抗 ヒ ト IL－1 抗体
の 影響 を検討 し た ． 家兎抗 ヒ トI し1仔 抗体 お よ び家兎
抗 ヒ ト IL－1P 抗体 の 存在下
，
非存 在下 で P B MC を
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rT N F－ a で刺激 し ， 12時間後の IL－6m R N A発現お よ
び24時間後の 上 清中の Iし6 産生 を測定 し た と こ ろ ，
抗 IL－1 抗 体存在時 に 有意 に 工し6 産生 お よ び 工し6
m R N A発現 の 抑制 が認 め ら れ た く図 41． な お ， 抗
工し1仔 抗体 また は抗1 し1月抗体 い ずれ か を添加 し た場
合 は ， 両抗体を 同時添加 した 場合 に 比 べ ， rT N F－ ぼ 刺
激 P B M Cの I し6産生 お よ び I L－6 m R N A発現 の抑
制効果は弱か っ た ． こ の 抗 I し1抗体 を用 い た 実験結
果 は ， rT N F－ q 刺激 に より 単球 で 産生さ れ た I し1 が
自 己 分泌ま た は傍分泌的 に 単球 を刺激 し 工し6 産生 を
誘導す るカ ス ケ イ ドが 存在す る 可能性 を示 して い る ，
V ． rl し6に よ る I し6遺伝子 発 現抑 制 効果
最後に ， rl し1月お よ び rT N F一 ぼ に よ り誘導さ れ る
PBM C のI し6m R N A発現 に 外来性 の rI L．6 が どの
様 な 影響 を 及 ぼ す か 検 討 し た ． P B M Cに rIL．6
く100ngノmりを 添加 し30分間前培養を施行， 培養液で 2
回 洗浄後 rl し1P ， rTNF－ a あ る い は L P S添加 6時間
藤
培養 を施行 し た後 ， IL－6 m R N A発現量 の 変化 をノ ー
ザ ン プ ロ ッ ト ． ハ イ プ リ グ イ ゼ ー シ ョ ン に て 評価し
た ． 図 5 に 示 す よう に ， rI L－1P ， rT N F． a ， L PS い ず
れ の刺激 に お い て も30分間の rI し6の 前培養 に よ り
工し6 m R N A発現は抑制 を受 ける こ と が わ か っ た ． こ
の 1 し6m R N A発現抑制効果 は ， 24時間後採取した培
養上清中の 工L－6活性 に も現れ て い た くデ ー タ示 さずI．
こ の IL－6 m R N A発現抑制効果は ， rI L－61nglmi 前
処 理 の 場合 に も 既に 認め られ た が ， r工し6 10 0ngノml添
加時 に お い て 最大で あ っ た ． こ の こ と は L P S刺激の
み な らずモ ノ カイ ン く工し1， T N ト丑I刺激 で誘導され
るI し6遺伝子 の 転写活性化 はl し6自身に よ り抑制効
果 を受 け る こ と を示 して い る ．
考 察
I L－6，工し1 お よ び T N F一 皮 は ， 単球ノマ ク ロ フ ァ ー ジ
系細胞 で 主と して 産生 さ れ ， 感染や 組織障害時に ける
Fig． 2． Ide ntific atio n of c ells e xpr e ssing m R N A fo rI L－6 0r I し1P by in situ hybridiz atio n－ P B MC
w e re cult。r ed with 20nglml ofrIL－1P fo r4 hr． Cultu r ed P B M Cw e re stain ed with anti－C D 14m A b
a nd rhoda min eis othio cyanate－1abeled a nti－ m O u S eIgG a ntibody， a nd depo sited onto gla s s slid
es－
T he s e slide sw er e s ubje cted to in situ hybridiz atio n with
35
S－1abeled a ntisen seI し6probe くA， Bl or
a ntise n s eIL－1P probeくC， Dl． T he s a m e ar e a s w e rephotogr aphed by u sing pha se c o ntr a stlighttA，
CI a nd flu o re s c en c e micr o sc op yくB， Dl． It w a sher e show n that o nly C D 14
＋
c ells w er estr o ngly
hybridiz ed with a ntis en s eIし60 rI し1P ribopr obe．
ヒ ト単球 のイ ン タ ー ロ イ キ ン 6遺伝子 発現調節機構
生体防御機構の 一 役 を担 っ て い る こ と が 解明さ れ つ つ
ある ． 特 に 生体内で 生 じ て い る で あ ろ う ， ル 6， ル 1，
T N F一 ぽ と い っ た各サ イ トカイ ン 間 の 相互 作用 に つ い
て多く の 研究が 報告 され てい る
19 ト 望I 恥 35，
． 今 回 の 実験
で は ， 分離し た単球で は なく P B M Cの 系を用 い て ，
単球の ル 6 産生が他の単球由来液性因子 ， す な わ ち
王し1 や T N F－ ぽ に よ り どの 様 に 制 御 さ れ て い る か 解
析すると と も に ， ま た 産生さ れ た I し6 がこ の モ ノ カ
イ ン産生の カ ス ケイ ドの 中で どの様 な役割 を担 っ て い
る か を検討 した 一 PB M C や単球の分離 お よ び 培養 の
過程で， プ ラ ス チ ッ ク 面 へ の 付着 に よ り 単球由来 の
王し6産生が誘導さ れ て しま い ， こ れ に よ り外か ら加 え
た物質に よる 適当な刺激後の実際の 工し6 産生 を評価
するの が困難に な っ て い る こ と が 指摘 さ れ て い る3句．
しか しなが ら ， 既 に 報告 した よ う に 無血清培地 の使用
および ポリ プ ロ ピ レ ン ． チ ュ ー ブ の使 用 に よ り
，
王し6，
I し1お よ び T N F一 打 の 無添加培養時 の 産生 を極力抑
える こ とが 可能 と な っ た 27，． また イ ン ． サ イ ツ ． ハ イ
プリダイ ゼ ー シ ョ ン 法 に 免疫蛍光法 を組 み合わ せ る こ
と に よ り ， L P Sの み な ら ず Iし1月 ， T N F－ ぼ 刺 激
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ln c ubatio n Tim eくhrl
Fig．3． Kin etic s of I L－6 m R N Ae xpre ss ed in
P B M Cafte r stim ulatio n with rI L－1P ， rT N F－
a ， O rL PS． P B M Cく2x lO6lmり w e r ein cubat－
ed with cultu r e m ediu m alo n eくAl， 20ngノmlo r
rIL－1P く書I， 20nglml of rT N F． a くEjJ， O r l
JL glml of L P Sく0 ン． Five JL g Oftotal R N A
fr o m c ultu r ed P B M Cw a s fra ctio n ated by
electr opho r e si o nl％ aga r o s egel， tr a n Sferr ed
to nylo n membr a n e s， a nd hybridiz ed with I し6
CD NA． Qu a ntific atio n of IL－6 m R N Aw a s
perfo r m ed by de n sito m etry． T he く％I o nthe
y－a Xis is pr ese nted a s pe r c e ntage of the
inte nsity of ba nd fro m PB M C fo r3 hr in cub．
atio n with L P S．
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単球由来 で あ る こ と が mR N Aレ ベ ル で 確認 で き た ．
な お今回 の 実験は P B M Cの 培養と い う系で 行わ れ た
の で ． 単球以 外の 細胞に 対す る サイ トカ イ ン の 作用 は
完全 に は 否定 で き な い が ， こ こ で 得られ た結果は サイ
ト カイ ン の 単球 へ の直接効果 を反映し て い る と考 え ら
れ た ．
こ れ ま で の 報 告と同 じく ， 今回 の実験 で は r工い 〆
およ び rT N F一 皮 は単球の I L．6 産生を誘導し ， こ の こ
と は m R N Aレ ベ ル で も確認で き た ． ま た rT N F－ a 刺
激に よ り 同様 に 単球の 王し 叩 遺伝 子発現 も誘導 さ れ
た 一 さ ら に rル 1月 添加 は自 己分泌的 に 単球 か ら の
工Ltlガ遺伝子 発現も誘導 され た ． さ ら に r王し1月 添加
は自己分泌的 に 単球か ら の ル 1月自身の発現 も誘導
した ． 近年 ， 単 球の 細胞表面 に 工し1 お よ び TN F欄 に
対 す る レ セ プ タ ー の 存在が確認さ れ ， こ れ ら モ ノ カイ
ン に よる 単球自身を刺激す る機構の 存在が支持さ れて
い る2 制 ． さ ら に ， 外来性 の T N F－ ぼ 投与 に よ り単球培
養 上清中に TN F欄 が 放 出 さ れ る と い う 報告 も あ
り訂，， こ れ らの 所見は ， T N ト虻 と 工し1 は ， 単球 に お
い て ， 相互 に 発 現を誘導す る と同時に 自己 分泌的 に 自
ら を誘導す る機能 を有 し ， さ ら に は 1 し6誘導能 を共
に 有 して い る こ と を示 して い る ． これ に対 し今回 の 実
験で は 1L－6 は， I し1月 や T N F． ぽ と異な り ， 1 し6 も
含め他 の モ ノ カイ ン を誘導 し な か っ た ． こ の よ う に
工L－6 はこ れ ら モ ノ カイ ン 誘導能 は持たな い が ， 最近の
報告で は ， 採取直後の と 卜単球の 細胞表面 に は多数の
IL－6 レ セ プ タ ー くinterle ukin －6r e c eptor，IL．6 RIの 発
現 が認 め られ て い る 鋤 ． 単球の 細胞表面上 の 1し6 R発
現は ， rI し6添加に よ り減少す る ． 単球細胞表 面 上 の
王L－6 Rの 発 現 は ， 単球か ら産生 さ れ た1 し6 が
， 単球 に
お ける モ ノ カ イ ン産 生の カ ス ケイ ドに お い て何 ら か の
制御機能的役割 を果 た して い る可能性 を示 唆す る が
，
こ れ ま で の と こ ろ
，
工し6 は単球 か ら の 工し1， T N F－
ぽ ， さ ら に は 工し6 自身の 発現 を増強ある い は抑制 す
る の か に つ い て の 報告 は 無 い ． 今 回 の 実験 で は ．
rI L－6 前処理 が rIL．1P ， rTN F－L r ， さ ら に L PS等 に
よ り誘導 され る単球の 1L．6 発現 を有意に 抑制 す る こ
と が示 さ れ た － ル 6 が他 の サ イ ト カ イ ン の 発現 に も抑
制効果 を示 す か どう か は こ こ で は検討し な か っ た が ，
こ の 点 に 関 して は Schindler ら が既 に L P Sある い は
植物凝 集素くphytohe m ag glutininlに よ る P B M Cか ら
の IL．1P お よ び T N F－ a 発現 をIL－6 が抑制 す る 事実
を報告し て い る お，． そ れ に よ る と
，
こ の I し6 に よ る
I し1ノブ ， T N F－ぼ 発現 の 抑制 は転写段階で お こ る ら し
工L－1月 ， T N F． 甜 や ル 6 は様々 な 生物学的活性 を持
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Stim uli A d ditiv e s
No n e No n e
None Contr oIIgG
rT N F－CX None
rTNF－CE Co ntr oIIgG
rT NF－ a AntH L－ 1a
rTN F－ a AntトIL －1P
rT N F－tX Anti－IL－ 1cx
良一1ト1P
加 藤












Fig．4． Effe cts of a nti－hu m a nIL－1a a nd IL．1P a ntibody o n rT N F－indu c ed I L－6
m R N Ae xpr e ssio n in P B M C． P B M Cく7xlO
5Jmり w a s c ultu r ed with rT N F－ a
く2 0ngノmllin the pr e se n c e o r abse n c e of rab bit a nti，hu m a nI L－1a I L－1a a ndlor
I し1P a ntibody． A fte r1 2 hr in c ubatio n， CytOpla s mic lys ates fr o m c ultu r ed
C e11s w e re e xtr a cted， a nd tw o－fold dilutio n s of cytopla s mic lys ate s w er elo aded
O ntO nylo n m e mbr a n e s a nd hybridiz ed with I し6cD N A． T heinitial blot pla c ed
On left side in e a ch c a s e repre s ents lysate sfro m 3．5x lO
5
c e11s． Hybridiz ed
m embr a nes were a utor adiogr aphed for 4 days． ln ad dit on ， C ulture s upern ata－
nts w a s obtain ed fro m the simila r c ultu r e sfo r 24 hr， a nd pr o vided fo r
e v alu atio n of I L－6 a ctivity．
1 2 3 4 5 6 7 8
く2 8 S
く18 S




es sio n． P B M Cw e reprein c ubated with rI し6く100nglm1 fo r30min ute s a nd
the n stim ulated with L P S， l し1P o r T N F－ a fo r 6 hr． Co mpa ris o n of I し6
m R N A lev els betw e e nP B M Cwitho ut rIL 阜pretr e atm e ntく1a n e sl， 3， 5 a nd 71
a nd P B M Cwith thatく1a n es2， 4， 6， 81w a spe rfo r m ed． La n e sl and 2， C ultur ed
With m ediu m alo n ei La n e s3 a nd 4， with rI し1P く5nglml ニLa n e s5 and 6， With
rT N F－ a く10ngノm13 La n e s7 a nd 8， With L P Sく50ngJ
l
ml ． Norther n gels w e re
stain ed with ethidiu m br o mide to visu aliz e the 18Sa nd 28Sribo s o m al R N A
ba nd．
ヒ ト単球 の イ ン タ ー ロ イ キ ン 6遺伝子 発現 調節機構
ち ， 且 つ お 互 い に 共通 の 性質 を分 け あ っ て い る こ と は
広く知 られ て い るが
26I
，
こ と単球由来の サ イ トカ イ ン
の自己分泌 的な発現の 制御 に 関 して は ， 今 回示 し たよ
うに ， 各サイ ト カイ ン は異な っ た役割分担 を し て い る
よ う で あ る ． rI し1月 と rT N F一 打 刺 激 後 の 工し6
mR N A発現量の 経時的変化を調 べ る と ， 各 刺激間で
発現に 善が 認め られ ， rI L．1P 刺激 は rT N ト虻 刺激 よ
りIし6 m R N A発現 の ピ ー クが 早く 訪れ た ． こ の 現象
は ， rT N F－ ぼ 刺 激 で 誘 導 さ れ る単球 の 1 し6発現 は
rT N F－ ぽ に よ る 工L－1 の産生 ， 分泌を 介す る 間接的効
果の結果で説明で き る か も しれ な い ． す な わ ち 工し1
は， TN F． ぽ と異 な り ， 単球 か らの 王し6 の 産 生誘導 に
お ける中間的メ デ ィ エ ー タ ー と して作 用 して い る可能
性が考えら れ る ． そ こ で 今 回 ， rT N F一 皮 刺激 で誘導 さ
れる ル 6 産生 に 及ぼ す 抗1 Ltl 抗体 の 作用 を検討 した
ところ ， 興味 あ る こ と に 抗 I し1 抗体 と く に 抗 工し1ぼ
抗体およ び抗 工し1月抗体 を 一 緒 に 添加 し た と き に ，
rT N F－ ぼ 誘導性 I し6産生の 抑制が認 め られ た ．
T N F－ ぽ が単球 に お け る サイ トカイ ン の カ ス ケイ ド
に中心的役割 を果 た す こ と は ， い く つ か の 生 体内くin
VivoIの 実験結果39 ト瑚 か ら も支持さ れ ， T N F一 皮 は宿 主
が組織障害 を受 け た と き も っ と 早期 に 分泌 さ れ る サイ
トカイ ン で ある か も し れ な い ． 動物 実験 に よ る 報告 で
は
，
致死量の 大腸菌 を投与後 ， 各サ イ トカイ ン の循環
血液中に お け る動態 を調 べ る と ， T N F－ ぽ は9 0分 で 極
値に達した が ， 工L－1 は 4時間経過後 ピ ー ク と な り ， ま
たIL．6 レ ベ ル は細菌投与後8時間前後 に わ た っ て 高
値を呈 する とい う 経過 を示 した 珊 ． ヒ トの 実験 で は ，
菌血症や敗血 症性 シ ョ ッ ク 時に ， ま ず血中 T N F－ ぼ の
上昇が みら れ ， 次に 工し6 の 上 昇が 認め られ る と い う
報告も ある 勅 U■ さ ら に 実験動物や ， ヒ トに yT N ト虻
を投与す る と ， 循環 血 液中 に I し6も 含 め様 々 な メ
ディ ェ 一 夕 ー が 出現 す る こ と も 報告 さ れ て い る 瑚 o
T N F－ ぽ が 一 連の サ イ トカ イ ン産生 ． 放 出の 誘 導 に 中
心的役割を担っ て い る こ と を支持す る 最も説得力の あ
るデ ー タ ー と し て
， 近年 ， 抗 T N F一 打 抗体 を 用 い た研
究が発表さ れ た 卸 ． そ こ で は
，
ヒ ヒ に 致死 的菌血 症 を
生じさ せ ， そ こ に 抗 T N F－ a 抗体 を投与 し T N F－ a
性を中和す る と効果的 に 血 中 へ の IL－1 およ び 工し6 の
出現を低下 させ る こ と が 可能 で あ っ た と 報告 し て い
る，
今回 の 実験か ら は
，
I し6 は単球上 で の T N F． ぼ と
Iし1 との 相互作用 お よ び相互 増幅機構 の 結果と し て
誘導され る最終産物 で あ る こ とが 示 さ れ た ． い く つ か
の痛的状態 に お い て
，
工L－6 はその 病 因と して の 役割 を
担っ てい る可能性が報告 され て い る が 45 刷




工し6 が 1し1， T N F一 仕 のみ な ら ず ル 6自身の産 生
を も抑制す る と い う 事実 は ． ILt6 はモ ノ カ イ ン の誘導
に 対 し て抑制的 に働 く機能 を持ち ， 内因性に 産生 され
る 工し6 は 王し1や T N F－ ぽ の 持つ い く つ か の 生物学的
有害作用 に 対 し
， 各 サイ トカ イ ン 産生に ネ ガ テ ィ プ ．
フ ィ ー ド バ ッ ク作用 を与 える こ と に よ り生体 を防御す
る効果 を与え ． 生体内に 生 じた炎症や組織障害 を鎮静
化す る とも1う重 要な役割 を演 じ て い る 可能性 を示 唆 し
て い る ．
結 論
ヒ ト末梢血単核細胞を用 い て ， 単球 の 比 －6 発 現 に
対す る 単球由来 の モ ノ カ イ ン
，
す な わ ち 1L－1月 ，
T N F－ ぼ お よ び ル 6 自身の効果 を検討 し 以 下 の 結論
を得 た ．
1 ． PB M C をrI L．1P お よ び rT N F－ a で刺激 した
場合 ， 上 清中の I L 6活性 は L P S刺激と同程度認 め ら
れ た ■ I L－6 m R NA 発現 も ， rIL－1P お よ び rT N ト虻 刺
激培養時に 同程度認 め られ た ． P B M Cを rI L．1P で刺
激す る と上溝中 T N F－ a が ， ま た rT N F． a 刺激 で は
上 清中Iし1P が検出され ， P BM Cの IL－1P m R N A発
現は rT NF十 ぼ 刺激時 に認め ら れ ， さ ら に は rIL－1P 自
身の刺激 で も誘導され た － r工し6 刺激 で は ， 1 し1月 ，
I し6い ずれ の 発 現も 認め られ な か っ た ．
2 ． 単球 の 細胞表面 マ ー カ ー で ある C D 14に 対 す る
単ク ロ ー ン 抗体 を用 い た 免疫染色とイ ン ． サ イ ツ ． ハ
イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン を組 み 合わ せ て ， rlし1月 あ る
い は rT N F－ a 刺激 P B M Cに お ける IL－1P ， I し6各
m R N A発現 細胞の 同定 を試 み た と こ ろ ． 全 て C D
14陽性単球 で あ っ た ．
3 ． rT N F－ a 刺激後 の IL－6 m R N A発現誘導 は ，
r工L－1月 刺激 の 場合 に 比 較 し遅延 し12旬 24時 間後 に
ピ ー ク を認 め た ．
4 ． rT N F－ a 刺激 I し6m R N A発現誘導の 系 に
，
予
め 抗 工し1 抗体 を添加 す る と ， rT N F． ぽ に よ る1 し6 遺
伝 子発現が部分的に 抑制さ れ た ．
5 － rI L－6 で 前培養後 ， rIL－1P ， rT N F－ Lr お よ び
L P S刺激 を行 っ た と こ ろ
，
全 て の 刺激で 1 し6発 現 が
抑制 さ れ た ■ こ の こ と は 1L－6 自 身 は I し1月 や
T NF一 ぽ に よ る 1 し6遺伝 子発現 の 誘導 に 抑制的 に 働
く こ と を示 して い る ．
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ach vlty ln C ulture s upern at antS OfPB MC， C O mparable tothat see nupon stim ulationwi thL PS
Oipopolys accharideJ． Expression ofI し6 m essengerRN AくmRN AJw asals ofbund in the cultur eS Of
P B MC stim ulated wi thrI し1P or rT N F－ a ． Addition ally，ILIP mRNA e xpressio nin PB M Cwas
induced by stim ulation wiht rI し1J2 as w e11as rTN F－ a ． T he insituhybri diz atio n c ombin ed wi th
imm un Oflu orescen
， u Slng the c orresponding m o nc c10n al antibody， de m o n str ated that c e11s express－
ing mR N Afbr nJ －6 0 rm －1P in these stim ulated PB MC w ere actualy CD 1 4＋ m o n ccytes． T he
kinetics studyindic ated thatI L－6 mR NA inducdonbyrT NF－ a ， O CC u rr edso m ewhatlaterthan that of
dし1P sdm ulatio n． Itisimportan thatand －IL－1 an tibodies signi 丘c andyabolished rL－6productio n
dueto rT N F－ a ． Thisfactsuggests that rT N F－ a Stim ulatesIし1producdo n and the nI L－1sdm ulates
m －6productitn． In c o n u a st，Iし6ap pearS tOinhibitthepr oductio n ofother m on okines，in clud ing m －
6itself． These血 dings s uggest that T N F－ a m ay Play apIV Otalrolein the mon okine casc ade
，
and
thatIL－6 m aypro vide a negadvefbedbacksignal fbr the whole series ofe ventsin cytokineinducdon
h m o n 肛yteS．
